
  اسپكتروفتومتر

 

 

ھایي كه  اسپكتروفتومتر یا طیف سنج یك دستگاه آزمایشگاھي اولیه است كه جهت خواندن نتایج آزمایش

ھاي  این دستگاه میزان جذب یا عبور طول موج. رود ھستند به كار مي End point ھا از نوع واكنش آن

د آن در آزمایشگاه، كند بیشترین كاربر از یك محلول را اندازه گیري مي) نور(مشخصي از انرژي تابشي 

ھاي آزمایشگاھي، بر اندازه  اساس كار اسپكتروفتومتر ھمانند بسیاري از دستگاه.در بخش بیوشیمي است

 لامبرت میزان جذب نور- گیري میزان نور جذب شده توسط یك محلول رنگي است كه طبق قانون بیر

(OD) متناسب با غلظت ماده حل شده در محلول است.   

 كووت 

ھــاي شـفــافــي ھـستنـد كـه مـحـلـول مـورد آزمـایـش در آن ریـخـتـه شـده و  ھــا مـحـفـظــه كــووت

ھا با توجه به نوع  كووت. گیرد در جایگاه خاص خود كه در مسیر نور تكرنگ تعبیه شده است قرار مي

ھـاي  ـایـي از كـووتھــاي اسـیــدي و قـلـیـ براي مـحـلــول. مصرف، جنس، شكل و حجم متفاوتي دارند

نـانـومـتـر از لـولـه كوارتز یا پلاستیك استفاده  ٣٢٠ھاي زیر  اي و براي طول موج مـخـصوص شیشه

 .شود مي

 كالیبراسیون

كار  كالیبراسیون اسپكتروفتومتر، فرایندي است كه در آن مراحلي جهت تضمین صحت كار دستگاه به

ھاي به دست آمده توسط وسیله مورد نـظــر  اندازه گیريكند كه  این روش تضمین مي. شود گرفته مي

ھاي مختلف متفاوت است با این حال اكثر  روش كــالـیـبــراسـیــون بــراي مدل. دقـیــق ھـسـتـنــد

تـولـیـدكـنـنـدگـان كـتـابـچـه راھـنـمـایـي را كـه شـامل جزئیات كالیبراسیون و نحوه كار با دستگاه است، 

 .ده كاربران فراھم مي كنندبراي استفا

ایـن وسیلـه بـراي آنـالیـز . اسپكتروفتومتر قادر است تا به عنوان فرستنده و گـیــرنــده نــور عـمـل كنـد 

ھا مورد استفاده  ھایي از ماده تست، توسط عبور نور از درون نمونه و خواندن شدت طول موج نمونه

كننـد و بـه محقق  ھـاي مختلـف فشـرده مـي مـخـتـلـف نـور را بـه روشھــاي  نـمــونــه. گـیــرد قــرار مــي

دھند تا توسط بررسي رفتار نور ھنگام عبور از نمونه مورد نظر، با ساختار آن بیشتر آشنا  اجازه مي

در   .شود در كالیبراسیون این وسیله، از یك محلول مرجع جهت تنظیم صفر دستگاه استفاده مي. شوند

در . تومتر تك پرتویي، یك پرتو نور تولید و دستگاه باید بعد از ھر بار استفاده، كالیبره شوداسپكتروف

شوند و نمونه مرجع در ھمان زمان،  نــوع دو پــرتـویـي، پـرتـوھـا از طـریـق نمـونـه تسـت فرستاده مي

ن اسـتـفــاده شــود، تــولـیــد تواند به عنوان مرجع و كـــالــیـبــراسـیــو دو مجموعه از نتایج را كه مي

البته اگر دستگاه . تواند در آزمایشگاه توسط افراد باتجربه نیز صورت گیرد كـالـیبراسیون مي. كـنــد مــي

ھاي  دچار آسیب یا مشكل جدي شود، باید جهت تعمیر و تنظیمات اولیه به كارخانه سازنده یا نمایندگي

   .معتبر ارجاع داده شود



 .دقیقه منتظر بمانید تا دستگاه گرم و آماده به كار شود ١٠ه را روشن كنید و دستگا­١ 

 .نور محفظه را تغییر دھید تا به طول موج مورد نظر برسید­٢

 .كووت نباید حاوي نمونه ناشناخته باشد. كووت را تا نیمه با محلول واكنش پر كنید­٣

 .دو طرف كووت را با دستمال پاك كنید­٤

 .مـحـفـظــه قــرار دھـیـد و درب آن را ببندیدآن را در ­٥

 .منتظر بمانید تا اندازه گیري تمام شود­٦

 صحت طول موج

ارزیـابـي صـحـت طـول مـوج به منظور ارزیابي ادعـاي سـیـسـتـم درتـابـاندن طول موجي است كه 

   .دستگاه براي آن تنظیم شده است

كنند،  ي اسپكتروفتومترھایي كه با نور مرئي كار ميروش برا   ترین ترین و قابل دسترس راحت  

) میلي لیتر درابكین  ٥میكرولیتر خون و  ٢٠(ھـمــوگـلــوبـیــن  مــت   اســتــفـــاده از مـحـلــول سـیــان

ابتدا با محلول . نانومتر است ٥٤٠بوده كه داراي حــــداكــثــــر جــــذب نـــوري در طـــول مـــوج 

  ،٥٣٥،  ٥٣٠به عنوان بلانك دستگاه را صفر كرده و سپس جذب نوري نمونه در طول موج درابكین 
اساس طول موج و مـیـزان جـذب ،یـك مـنـحـنـي   بر. شـود نـانـومـتـر قـرائـت مـي ٥٥٠  و  ٥٤٥،  ٥٤٠

نانومتر نشان  ٥٤٠شود كه در صورت وجود صحت طول موج ، حداكثر جذب نوري را در  رسـم مي

 .اھد دادخو

 آزمون رانش فوتومتري

یكي از منابع اصلي خطا در اسپكتروفتومتري، كــه بــه عـلـت فـرسـودگـي شـدیـد مـنـبـع نـوري رخ 

براي بررسي، ابتدا دستگاه را با . دھد، عدم پایداري مقدار جذب خوانده شده درطول زمان است مي

آن با  مت ھموگلوبین در كووت و بستن درب لـول سیاندرابـكـیــن صـفــر كــرده و پــس از ریـخـتـن مح

حداكثر تغییر . قرائت كنید) به مدت یك ساعت(بار  دقیقه یك ١٥تا  ٥پارافیلم، جذب نوري این محلول ھر 

به عنوان مثال اگرجذب محلولي در . است   +-٠٠٥/٠ھاي نوري قرائت شده طي این مدت  مجاز در جذب

 .تغییر كند  ٢٥٩/١   +-  ٠٠٥/٠تواند در محدوده  یك ساعت مي باشد، در مدت  ٢٥٩/١ابتدا 

 ٢٠/٢٠ D نحوه كار با اسپكتروفتومتر

   .دقیقه گرم شود ١٥اجازه دھید تا به مدت . دستگاه را روشن كنید­١

 .طول موج مورد نظر را با دكمه قرار گرفته در كنار محفظه نمونه تنظیم كنید­٢

دكمه مربوط به تنظیم صفر را كه در . تا از خالي بودن آن مطمئن شوید محفظه نمونه را بررسي كنید­٣

 .جـلـو و سـمـت چـپ اسـپـكـتـروفـتـومـتـر اسـت، بچرخانید تا مقدار صفر را نمایش دھد

 .براي اطمینان از پاكیزگي و كاھش اشتباه در نتایج اندازه گیري، از دستكش استفاده كنید  ­٤

كووت را به سمت پایین فشار . طر پر كنید و آن را در نگـه دارنـده قـرار دھیدكووت را با آب مق ٤/٣-٥

 .دقت كنید كه خارج كووت تمیز و خشك باشد. دھید تا در جاي خود تراز شود

دكمه كنترل نور را كه در جلو و سمت راست دستگـاه قـرار دارد، بچـرخانید تا مقدار عبوري یا جذب  ­٦



 .را بخواند

 .مقدار نشان داده شده را ثبت كنید. نمونه را در محفظه قرار دھید سپس كووت­٧

 كالیبراسیون اسپكتروفتومتر مادون قرمز

­A .اسپكتـروفتومتر مادون قرمز از پلي استایرن به عنوان یك استاندارد كالیبراسیون استفاده مي كند

Scan ھاي دیده شده روي  ده نمونه، حضور قلهدارن ابــزار بــا یــك قـطـعــه از پـلــي استـایـرن در نگه

 .كند ھا را بازبیني مي و شدت نسبي قله IR طیف

بدون وجود . دقیقه گرم شود ١٠اسپكتروفتومتر را روشن كرده و جهت ثبات دستگاه، اجازه دھید تا ­١

 .منبع پایدار، نمي توان بر طیف به دست آمده اعتماد كرد

اي از فیلم پلي استایرن در نگه دارنده نمونه انجام  توسط قراردادن نمونه اسـتـانـدارد كـالـیـبـراسیون را­٢

شود،  بدون اجراي آزمون با استفاده از یك نـمـونه از طیفي شناخته شده كه استاندارد نامیده مي. دھید

 .توانید در مورد درستي و صحت كار دستگاه به یقین برسید نمي

مقایسه  IR طیف را با یكي از مراجع استاندارد طیف. زیابي كنیدطیف را براي نمونه پلي استایرن با­٣

 .ھاي مورد انتظار روي طیف آزمون وجود دارد كنید تا مطمئن شوید كه ھمه قله

ترین قله  از حداكثر قوي% ٩٥طـیـف را بـررسـي كـنـیـد تـا مطمئن شوید كه قدرت سیگنال درون ­٤

 .است

 .نال صحیح و مورد نظرتان دست یابیدمیرایي را تنظیم كنید تا به سیگ­٥

 توجه

اي كار  ھا نیاز باشد كه با طول موج ویژه مـمـكن است فیلترھاي نوري خاصي براي تـعـدادي از دسـتـگاه 

   .كنند مي

 .گیري، باید صفر دستگاه تنظیم شود اگر طول موج تغییر كرده است یا بعد از ھر نمونه 

تواند  این مورد مي. خالي از ھرگونه ذرات، لكه یا اثر انگشت استھا  اطمینان حاصل كنید كه كووت 

 .محاسبات دستگاه را تحت تاثیر قرار دھد

 .اي وارد نشود ھا صدمه مـراقـب باشید تا به آن. اسـپـكـتــروفـتــومـتـرھـا گـران ھستنـد 

 بررسي ھاي روزانه

 .چ گونه ساییدگي نداشته باشنداتـصـالات الـكـتریكي را به طور كامل بازرسي كنید تا ھی

 .تحت ھیچ شرایطي كاركنان مجاز به بازكردن دستگاه نیستند

 .ھاي مجاور آن، پاك كنید ھرگونه مایعات خارجي و مواد شیمیایي ریخته شده را از روي دستگاه و قسمت

 .ز كنیدھاي نمكي یا خورنده به دقت تمی نگه دارنده نمونه را مخصوصا بعد از به كاربردن محلول

ھـا را بـرعكـس كنیـد تـا  سپـس آن.ھــــا را بـــلافـــاصــلـــه بــعـــد از اســتــفـــاده بـشــوییـد كــــووت

 .اجـازه نـدھـیـد نـمـونـه در كـووت خشك شود. كـامـلا خـشــك شــونـد
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